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ラン藻類 Oscilatoriabrevis,Anabaenamacrospora,
Pho17nidiumtenue及び Oscilatoriatenuisの増殖と
かび臭物質産生に必要な鉄の形態
中 島 進 ･八 木 正 一
緒 言
近年.琵琶湖をはじめ,多くの湖沼や水道水源池において,人間活動に伴 う富栄養化が
間鹿となり,ラン碓軌 侍にかび臭物質を産生するラン蔀頬の発生が憂慮されている1 コ).
琵琶湖を水源とする大風 京都,大阪,抑戸など関西の各都市の水道では,同湖で毎午発
生するラン藻類,すなわち Anabaenamac7･OSPwa (ジオスミン (geosmin)を産生)や
Phormidiumlenue,Oscilalorialenuis〈2-メチルイソボルネオ-ル(2-methylisoborneoI,
MIB)を産生)などが作 り出すこれらのかび臭物質による臭い水道水,すなわち異臭味が
大きな問題となっている.かび臭物質確生ラン横筋の発生の問題は,iTlケ浦や相模湖をは
じめ全国の他の湖沼や水道水糠池でも発生L,同様な悩みを抱えているところが多くなっ
ている.またラン啓頬によるかび臭など,こうした水個館境における輿臭味は世界各地で
も問題となり,1982年には第 1回国際シンポジウム (InternationalSymposium onOff-
F】avorsintheAquaticEnvironment)が,1987年には第 2回シンポジウムが開催されて
いる,しかしこうしたラン海洋が異常増殖する要匪=ままだ明らかではない.そのT,:めかび
臭物質産生ラン藻類の発生を予測あるいは抑制する憎報に関する研究は強い贋帯があるに
も係わらずあまり進展をみていない.
実際の湖沼生態系においてはこれらのラン藻類の増殖は水温,光,窒素や リンの栄丑塩,
微量金属,有機物,酸某,藻類やバクテリアなどとの間の牧舎などの現場条件により変動
すると考えられる.こうした条件の中で.微温金属の鉄はラン藻類をはじめとする水圏微
生物の生育に必須な微温元素であるが,秩 (m)イオンの低い溶解性のため,中性付近の
pHの通常の水圏環境下では,秩 (Il一)イオンは不溶性の水和酸化鉄 (1日 のコロイ ド状態
となり,水圏微生物は鉄を搾取しにくくなり,鉄をいかに利用できるかが,微生物生育の
ための電要をかざになる叶能性かある.
著者らはこれまで琵琶湖鹿のA.macrosporaや 0.1enulSの増殖とかび臭物質産生に及
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はす微畳金属の彬等削こついて検討を行ってきT==).その結果,琵琶湖で発生している A.
macrospo?,aや o.Eenuzsが湖水中の鉄をいかに利用できるかがそれらのラン議の増殖に
係わる制限因子の一つに成りうる可能性があることを明らかにしてきた.そしてこれらの
ラン篠にとってどの上-)な形態の鉄を利用できるか,また鉄の吸収稔横はどのようなもの
かを確解することがラン頚の増触機構を把握する上に亜要であることがわかってきた.
そこで著者らは重吉琶湖からや赦された0,tenuis.A.macrospora,P.tenueを用いて,
その増殖と MTBあるいはジオスミン産生に必要な鉄の形態について若干の検討を行と､,
報告した9･州 .
本研究ではノルウェー産の OscilaEoriabrleuisを中心に,琵琶湖産の A.mac?,ospol,a.
P.lenue,0,lenuisの増林並びにかびIk物質の祐也に必要な鉄の形態についてさらに検討
し.興味ある知見を得たので,その結果を報告する.ノルウエ- 稚の O,breuisはジオス
ミンを産生することが確認されているラン篠 lllL'lIである.本性に関する研究は3擁 111131報告
されているか,増穂並びにジオスミン産生に及ぼす鉄をはじめとする微量金属の膨与削こ関
する報告u成されていない.
不実擬に用いた0.breuL'SはNorwegian∫nstituteforWaterResearchより分与きJLたノルrンエー 産の
Iuのてあり,ここに悠謙Lます.また OLenulSは大阪府水道酢水懲iJt斡所より,A macrospom と P
/eTLlLlは人qi市水道局水懲試験所より.それぞれ分与芋Lt/=ものであJ),ここに鮭為します.
実験材料及び方法
1.0,brevIsの培養
供試藻類の 0.brevisは.ノルウェーの NorwegianInstituteforWaterResearch か
ら分与されたものIl)を用いた.また0.Eenuisは大阪肺水道部水質試験所が,A.macrospo?,a
と P.lenueは大阪市水道局水節試験所がかび央物思先生の原因藻類とLて玉芭琶湖からそ
れぞれ単雛したものを用いた.
Table1 ModiFiedCTmedium (pH65)
CarNOJ2･4H20
KNO ,
MgSO4･7H20
SodiumP-gLycerophosphate
VltaminB.
VltanllnB.2
Biotin
TAPS (buffer)
PIVmetalsolution
FeCl3I6H20
MnCl2･4H20
ZnClZ
CoCl3･6H20
Na2MoO.･2rLO
Na2EDTA･2H20
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150mg/1
100mg/1
40mg/1
50mg/I
10Jg/1
0.lJg/)
0.l〟g/1
400mg/1
196Jg/1
82FLi/I
10FLg/1
4FLgn
8JLg/I
1.5mg/I
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培地には CT改変培地 (Table1)を周いた.200ml答の三角フラスコに培地を150ml
ずつ入れ,テフロン製の多孔質膜で口を封 じて,オー トクレー7o滅菌 (121℃,15分)を行
った.この培地にクリ-ン-ンチを利用Lて各ラン藻をあらかじめ培養させた培養液を1
mlずつ接挿し,26℃,2,0001ux (0.brevlsに関する一部の実験は1,0001ux)(16時間
明, 8時間暗)て静置増発 (1日1回溌梓)した.藻体の増殖塵は培養液の吸光度 (660nm)
を島津製作所製分光光度計,スペクトロニック20で測定した.培薬液の pHは堀場製作所
製 pH メ-タ-,F-7LC形を用いて測定した.
2.ジオスミン及び M旧 の定量法
培養液中のかび臭物質ジオスミン及び MrB (化学構造式を Fig.1に示す)の定矧 ま
パ-ジトラッフノ法により分離浪縮した後,ガスクロマ トグラフ1マスフラグメントグラフ
イー (GC-MS)1ふ7･川により行った.
結 果 及 び 考 察
1.4種のラン藻の Fe(m)-EDTAキレートの利用に関する検討
1-1)Fe(日【トEDTA添加実験
著者ら6-)0や他の研究者らIS~18)の,これまでのかび臭物質産生ラン漆 0.1enuis,A.
macrosPo71a,P.lenueの増殖に関する研究から.培地中に EDTA を添加しないと増解が
きわめて劣ることが明らかにされている.そこで 0.bleVisについてその増殖等に及ぼす
EDTA の影響を検討した.増楓 培地の pH,ジオスミン産生に及ぼす影響を Table2
?
?
?
2-me.hytis.tbH.3rne｡L ge｡sd:,.tnH3
Fig 1 StructuresoE2-methylisoborneol(MIB)andgeosmin
Table2 Effec亡ofEDTAon亡hegrowthpHofmediumandgeosmlnPrOduc-
tionby0.brez)汰 (1,000lu大,32nddayofculture)
二I-~-LI
E.ultd昔F.｡ (G.ro,wtP) pH G(eyogS/i)in
EDTAイree
Contro一
withEDTA
0.27 8.0 47
047 9.0 69
'OD.at660nm
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に示す.その結果,0.bγeuisは EDTAか培地に存在Lないと,存在する場合に比べてそ
の哨熊速度は幾分低 ドするが,良好な増殖が認められた.すf-i-わらEDTAがなくても体
培地の初期 pH6,5付近ではキレー ト剤 EDTAが存在 しないと.培地に加えた鉄はキレー
ト状態ではなく,水和酸化鉄のようなコロイド状態で存在する考えられる),0breuisは
増殖することができるという興味ある結果が得られた.またジオスミンの産生巾 (増産開
始後32日日)については,EDTAを添加しなかった場合46.9JLg/I,添加 した場合 (CT改
変培地)は68.5/Jg′/lでいずれi'高い値を示した.
一般にラン藻の培養実験に広 く利用されているCT培地には,鹿瀬の生育に必須な鉄イ
オンが沈殿Lやすいので,溶存態に保つためにキレー ト剤の EDTAが添加されて Fe(‖)
-EDTAの形で使用されている.培地に EDTAを添加 しないと水中の鉄は水和酸化鉄(川)
となって相 客性となる.そのため,すでに報告9JO)したi:-)に,A.macrospoγa,0tenuis,
P.tenueの培養の場合には,これら3性のラン横は鉄の吸収が不可能となり,増殖阻:.jLui-
起こした (A macrosporaの場合には.EDTA 添加時に比べ.約10%の増殖が認められ
た).しかL今回の結果から明らかをように.0.breuisにおいては培地に EDTA を添加
し/d･い場合,すなわち鉄が難溶性の水酸化鉄として存在していても穣自らの働きにより,
水相酸化鉄を溶解させ.摂取することがてきる能力を有することがわかった,
1-2)Fe(tI)-バソフェナントロリン (BPDS)(安定な2価鉄キレー ト)を用いた突験
既報9･LO'において,Fe(II)と安定をキレー Ilを形成する化合物として知られるバソ71
ナントロリン (BathophenanthrolinedjsulEonate,BPDS)を用いて,Fe(uI)-EDTAと
BPDSの共存下で OtenulS.A.macrospora及びPtenueの培避実験を行った.その結
果,Fe(llトEDTA は光照射下で Fe(H)-EDTAに遊元されるが.BPDSと安定なキ
レー ト tFel■(BPDS)jIJlを生成する.そのため 0./enuisとA.macyosporaは鉄の吸収
が不吋能となり,増殖阻宵を起こした.こうLて0./enulsとA.macrospwaが環境水中
の鉄を摂取するためには.吸収可能な形態の2価鉄が必要てあることがわかった.一方.
P.lenueにおいては Fe(TI) とBPDSとのキレ- 卜は岬舶阻害を起こさなかった.
そこで今ldは Obreuisの増殖に及ぼす BPDS添)Dの影轡を検討した.BPDSを添加L
て培養した場合,7)0.breuisの増殖,培地のpH変化,･}オスミン産生に及ぼす影甘をTable
3に/ritす.BPDSを添加 した場合の本棟の増殖患.培地のpH とジオスミン産生吊は.対
照のCT改変培地で増感Lた場合と同様に良好な傾向を示しており,BPDS添加の彬矧 ま
まったく認められなかった.このことは前轍 9JO'において報皆Lた0.fenutsとA macrosPo),a
TabIe3.EffectofBPl)Sonthegrolvth,PHofmediumandgeosminproduction
by0.breuIS(1,0001ux,30thdayofculturc)
CU】ture
condition
LSPDSaddition
Control
rBPDS-freel
(GoTo,wt･h) pH G(cpogs7l)in
036 84 51
038 8.5 55
●O Dat660nm, BPDS Bathophenanthroltnedisulfonate;
Fe1.4FLM,BPDS56JM
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の培饗失政の結果とは異なり,増殖しうることを示し,P.tenueと同様な結果であった.
さらに 0,breuisの増殖,培地の pH,ジオスミン産生に及ぼす BPDSの添加杭の影響
を Flg,2に示す.図から明らかなように,BPDSを鉄の9倍崩 (モル比)まで加えても
形轡はあまり認められなかった.
なおP.tenueの増殖,培地の pH.MIB産生に及ぼす BPDS添加鼠の膨響を検討した
結果をTable4に示す.P tenueの場合には BPDSは鉄の5倍巌 (モル比)まて帝≠習iL
ないが,9倍lritではその増殖を大きく阻害した.
この吸収機構については現在検討中である(仮説として考えられることは.0,tenuisと
A.macrost)oraの場合には,同キレー ト化合物か上記のラン篠の細胞膜は通過できない.
しかし0.breuisとP.tenueの場合に鉄取り込みU)促進作用か見られるのは,同キレー ト
化合物はその生体膜を通過することができ.細胞内で Fe(lI)-BPDS キレー トの鉄を利
用することができることを示唆している.従って 0.b7′euisとP,tenueは 0,tenulSとA.
macrospo71aとは若干異なる鉄吸収機構 も持ちあわせていることが示唆きれた).
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Fig 2.EffectoEamountoEBPDS(Bathophenanthrotlnedisulfonate)onthe
groWth,pHofcu)luremediaandgeosmlnProductionby0.breL,ZS.tFビ
2.1FLM :30thdayofculture).
Table4.EffectofamountofBPDSonthegrowth,pHofmedlumandMID
productionbyP.tenue(Fe2.1J′M ;24thdayofculture)A
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2.0.brevisのコロイド鉄の利用に関する検討
2-1)EDTA無添加での培養実験
i-1)の実験から 0,breuisは EDTA を添加しなくても,すなわち鉄がコロイド状
態で存在Lていても増殖可能であることを認めた.そこでEDTA無添加時の0,breuisの
増殖,培地のpH,ジオスミン産生量に及ほす鉄添加i-辻の影響を検討した.それらの結果を
Fig.3-5に示す.鉄2.8JLM 以上の添加並で良好な増紬を示した (2,0001ux),なお本
実験は2,0001uxの照射下で行ったが.照度の形轡を比較するため,同時に1.000Iuxで
も実験を行った.Fig.3-5から明らかなように,1,000Iuxの場合の 0.breuisの増殖
払 培地の pH,ジオスミン産生鼠は2,000luxの場合に比べ,鉄2.8/JM 以上で若下低い
傾向を示したが,1.4〃M以下の低い鉄浪皮では,三省共に高い傾向を示した.本実験によ
り.0,breul'Sは稚溶性の3価の水和酸化鉄を利用することができる,すなわち水和酸化鉄
(l日)を溶解させ,鉄を細胞内に運び込むための有機物質,シデロホ7- (鉄運搬体,
Siderophore)19･20)を分泌している可能性を示唆しており,この作用の機構については現在,
検討中でわる.
2-2)EDTA無添加で,BPDSを添加した培雀実験
0.brleVisの増殖とジオスミン産生に及ぼす鉄の形態の形響をさらに検討するため,EDTA
を添加せず (鉄かコロイド状態で存在)に,BPDSを添加した条件下で培零実験を行 い,
CT改変培地で増益した場合と比較した.坤姉 培地の pH変化 ジオスミン産生軌 こお
ける両者の比較をTable5に示す.培地にEDTAを加えず,BPDSを添加して培生Lた
場合の本種の増殖盛とジオスミン産生箆は,対照のCT改変培地で培生した場合と同様に
良好な傾向を示しており,EDTA欠での BPDS添加C7)彫静は認められなかった.しかも
? ? ?
?
?
?
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? ? ? ? ?
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2.､ト
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ド,g･3･EFFec〔ofamoLlnlofFe(EDTA-free)onthegrow亡hof0breul'S(31S亡
dayofculture)
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Fe(Flu)
Fig.4.EffectofamountofFe(EDTA･free)ontheprlofculturemediumof
O.brleVjs(31stdayofculture).
0 014 14 2｡8 4･2 14 50
Fe(FLIVt)
Fig 5･EffectofamountofFe(EDTA-free)onthegeosminproductionbyO･
brevIS(31stdayofculture).
Fe(ll)と BPDS との間にはキレ一一ト生成は認められなか-,た 一Fe:II)と BPDSの
キレー ト4･.戊に基づ く535nm の吸収は検出されなかっ畑 このことは 0･breuisが相客
性鉄を溶解させる[=めに,もしンデロフォア (鉄運搬体)を分泌している場合,鉄との化
合物 Fe川り･siderophoreは Fe(Ⅰ日 の形に還元される経過を経ないて吸収されること
62巷 (1991)
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を意味していると推測さiLる.
3.微生物シテロフォアーを用いての4種のラン藻の鉄利用に関する検討
0.breuisの増殖とジオスミン産生に及ほす鉄の形態の影響をさらに検討するため,鉄源
として CT改変増地中の Fe(Ttり-EDTAの代わりに微生物シテロフォアとして知られて
いるFe(In)-テスフェリオキサ ミンB(DESF,desferrioxamineB,放線菌SlrePlomyces
pilosaLSの代謝産物であるferrioxamineBから鉄を除去したもの,日本チバガイギー社よ
り入手)を添加 して培養実験を行った.なお比較のため,琵琶湖産の3校のラン篠につい
ても同様な実験を行った.増殖,培地の pH変化,ジオスミンの産生畳の比較をTable6
に示す,Fe(mトDESFを添加 して培養Lた場合の本櫨の増殖畳とジオスミン産生盛は,
対照の CT改変培地 (Fe-EDTA添加)で培避 Lた場合に比べ,増殖速度は親分低-1､する
が,増殖鼠 ジオスミン産生Li共に良好な傾向を示した.一万,0.tenuis,A.macrospo7la,
P tenueの場合は Fe-DESF添加の条件下ではまったく増殖しなカった. 二のことは 0.
blJeuisはその婚約に鉄源として Fe(m)-DESFを利用することができることを示してい
Table5 EFFectsofEDTAandBPDSon亡hegrowth.pHoFmedium and
geosminproductlOnby0breut-S(1.000tux,28thdayoFculture).
E.ultdlFie.n (G.rODTI･h) pH G(epogS/7)in
EDTA･free
EDTA-free
BPDSadditLOn
Control
wlthEDTA
(BPDS･free)
0,28 84 45
0,28 8,4 48
0.37 90 71
-0 D.at660nm, BPDS:BathophenanthrolnedisulFonate;
Fe14/JM,BPDS5,6PM
Table6 EffectofFe-EDSFonthegrowth,pHofmediumandmusty-odor
productIOnbycyanobacteria.
Growth
(0.D.●) pH (pMgT/7) G(epogS/7)in
0breuis(1.000tux,27thdayofculture)
Fe-DESF 0.28
Fe-EDTA(Control) 0.40
0 fenuiS(2,000ILIX,lathdayofculture)
Fe-DESF o,01
Fe-EDTA(Control) 0.43
A,macro坤oyla(2,000tux,18thdayofculture)
Fe-DESF 002
Fe-EDTA(Control) 0.47
Ptenue(2,000lux,18thdayofculture)
Fe-DESF o.01
Fe-EDTA(Control) 042
8.1
8.5
6,5 0.3
8.6 320
6.8
85
67 005
85 2.7
'O Dat660nm, DESF DesfeTrioxamineB
260 JIi苧 研 究
る･DESF は水溶液中で3価の鉄イオンと結合して安定を水溶性のフェリオキサミン B
(ferrioxamineB)を形成する.鉄を含まか ､DESFけ スフェリオキサミンB)及びFe
(TIT)と結合したフェリオキサミンBの構造式をFig･6に示す.Fig.6からわかるよう
に DESFは3つのヒドロキサム酸が配位するトリヒドロキサム酸であり,Fe(ITl)との
キレー トであるフェJ)オキサ ミン Bの安定度定数は1031であり,EDTA (1025) よりも高
い21'･そして Fe(m)-EDTAのように光照射によって鉄が2価に還元されることはなか
った (培地に添加した BPDSを添加した Fe(I)-BPDSキレ- 卜生成に巷つ く発色は認
められなかった).こうして0･breuisは培地中で DESFと安定に結合しているFe(tT)
を鉄源として容易に利用することができる,すなわち Fe(Il)一DESFは 0,b,eu由の細
胞膜を通過することができる･この機構に関しては,0.breuisは生体内でFe(=卜DESF
キレー トを遭元し･DESFから遊離した Fe(LI)(DESFと Fe(II)とのキレー トの安
定度は低い)を利用することができることが考えられるか,現在検討中である.
ラン藻が増殖できるためには,鉄が Fe(ul)-EDTA キレー トのような形で水中で溶け
ていることが必要であることを述べた･しかし,上述のようにA.macrospora,0.tenul･S
やP･lenueは,洛存している Fe(m)-DESFキレ- トを利用することができないことか
Fig.6 StTuCtureSOf(A)DesferrioxamineB(DESF)and(B)Ferrioxamine
BiFe(lII)chelateofDesTerrioxamineB1
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ら明らかなように,単に鉄が溶けているだけては,全てのラン藻難が鉄をその増殖に利用
できるわけではなく,上記の3種のラン篠では Fe(M)が光によって Fe(II)に還元さ
れることが必要であることが明らかになった.また各ラン藻の鉄吸収機構が異なる (同一
の種でも鉄の存在形態により鉄吸収機構か異なる可能性かある)ことが明らかになった.
また Fe･DESFを用いた時の 0.breuisの増殖,培地の pH,ンオスミン産生に及ほサ
鉄添加愚の影響を検討した.その結果をFig.7-9にそれぞれ示す.鉄1.41`M 以 ヒでい
ずれも高い値を示した.なお本実験は2,000】uxの照射下で行ったが,照度の影響を比較
するため.同時に1,000luxでも実験を行った.1,000luxの場合の増殖は2.0001ux時と
ほぼ同様な傾向を示し,1.4FLM 以 卜の高い鉄漉度で良好な増娘傾向を示した.
4.酉針ヒ鉄 (Fe20,,Fe304)を用いての 0.brevisの鉄利用に関する検討
上述の EDTA無添加の下での実験並びに鉄源として Fe-EDTAの代わり.'二Fe-DESF
を用いた実験結果から,0.breuisはコロイド鉄並びに微生物シテロフォアである DESF
をその増殖に利用できることから,細胞からシヂロフォアを分泌している可能性が推察さ
れた.そこで鉄を溶解させる物質を分泌している可能性をさらに追記するために,水和酸
化鉄より化学的にさらに安定で.また天然水中では洛存態の鉄巌に比べ比較的多蛍に存在
する酸化鉄のモデル化合物として Fe203及び Fe,0.を用いて,0.breuisの培養実験を行
った.結果をTable7に示す.0.breuisは雨鉄酸化物を鉄源とし利用して増殖し,ジオ
スミンを産生することか判明した.両者を比較すると,Fe203に比べ Fe30/.の方が0.breuis
の増殖昆及びジオスミン産生思共に高く,より利用しやすいことがH)Jらかになった.
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?? ???
??? ? ? ?? ? ?
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Fig 7.EffeclofamounlofFe(asDESFchelate)onthegrowthof0breuIS
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Fig 8.Effec亡ofamoun亡ofFe(asDESFchelate)onthepHorcul亡uremedium
of0breuis(37thdayofcultureこDESF.DesferrioxamineB).
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Fig9 EffectofamountofFe(asDESFchelate)onthegeosminproduction
by0.breuis(37thdayofculture,DESF:DesferrlOXamineB)
5.鉄の存在形態と0.brevI'Sの形態変化
以上に述べたように,0.breuisは鉄源として用いたFe(m)-EDTA,Fe(IIトBPDS,
コロイド状態の鉄.微生物シデロフォアであるDESFのFe(Il)キレー ト及び酸化鉄 (Fe20,,
Fe,04) のいずれの場合でも増殖することができた.各々の条件下で増殉した0･brevisの
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Table7.EFfec【oFIronOXldeon亡hegrowth.pH ofmediLlm andgeosmin
productlOnby0breuIS(1,0001LIX)
rl~OnOXide 33rdday■ 46thday'
(oGro,wt･h･) pH G(epogs/Tin (.GTO,Tt･h･) pH G(epogsT)in
Fe,03 0.19 7.6 23 028
Fe,OJ 036 7.9 45 0.58
7.7 39
87 72
●Ageofculture, =0.DaL660nm
形態について観察したところ,鉄源の穐掛 二よt)形態の変化が認められた.
Fe-EDTA を十分に添加Lて培饗した場合には.0.brevisは Platelに示すように短
い細胞であるが,培地に EDTA のようなキレー ト剤が存在しない時 (すなわち鉄がコロ
イド状態とLて存在する場合)には PLate2に示すように長い細胞に変化Lた (鉄浪度が
21`M 以 卜の低いレベルの峠).0.brleuisを EDTA無添加で培塵し,0.breuisが長い細
胞の群体となった培地にコロイド鉄を多蕊に (鉄として100FLM程度)加えると,0.breuis
がコロイド鉄を吸着しているのが顕微鏡下で観察さILた.なおコロイド鉄を100〃M 程度の
多-;正加えて培葦を行うと,人部分の鉄はコロイド状態であってt)溶存態の鉄が若干存な(調
製したコロイド鉄を冷蔵邸内に保存した場合)し,鉄を吸収しやすいためか.細胞は短く
なった.また EDTA無添加のもとで培養して長くなった細胞を.EDTAを含む培地に移
してやると,鉄を吸収しやすくなるため,細胞は再び短 くなった.
BPDSを添加して培遺した場合には,0,brevISの細胞は CT改変培地で培養した場合
と同様に短かった.このことは 0,breuisは BPDS存在下で光照射のもとにおいて,Fe
日日)-EDTAか FeHl)-BPDSに変化しても容易に鉄を利用することができることを示
している.
Fe(1日-EDTAの代わりに微生物シテロフォアの鉄キレー トFe川tトDESFを添加し
て増餐した場合には,CT改変培地あるいはBPDSを添加して培査した時と同様に.0.brews
の細胞は短かった.このことは 0.breuisはDESFと結合している鉄を鉄源として容易に
利用することができることを′T7唆している.
鉄源として酸化鉄 (Fe203及びFe,0.)を用いた場合には,0breuisの細胞はいずれの
酸化物の場合にも長くなり,Fe203の場合には特に践著であった.その五頃微鏡写光をPlate
3に示す.
以上のことから,0_b?.euisは鉄源とLて,コロイド鉄 (低浪度の鉄泉の場合)や軟化鉄
を用いた場合.すなわちキレー ト剤 (EDTA,BPDS,DESF)を添加しなかった場合にそ
の細胞が長くtJ:-,ており.培地に鉄源とLて鰍 馴Ji'.の鉄Lか存在しない場合に形態変化を
起Lており.このとy デロフォアを分泌していることが推測される.今後,牡溶性鉄ji:
在下の培地における 0.bl,eVisの形態変化の唐義,ンテロフォアの分泌並びに鉄吸収機構
とのl桃生性を検討Lたい.
6.4種のかび臭物質産生ラン藻頬の鉄利用機能のまとめ
ノルウェー産の 0 ･breuis及び琵琶湖俺の3校のラン滞類 A.macrospora,P.terIue.
0･lenuisを用いて,それらの増殖とかU央物E^の産生に必要な鉄の形態について検討する
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ため,打地中の EDTAを添加せず,あるいはBPDSを添加,EDTAの代わりにDESF
を添加 Lて,あるいは酸化鉄を添加 Lて培養実験を行った.著者らは前轍9JO)で,通常,ラ
ン藻類の培養実験に広 く使用されているCT培地に添加されているキレー ト剤EDTAは,
沈殿 しやすい鉄をキレ- トとして溶存状態を保ち,藻類の生育に必娼な鉄の利用性を高め,
ラン蘭の増殖を促進することを明らかにしてきた.そLて培地中二EDTAが存在しない
場合には 0.tenuz'S,A.macrospwa及び Plenueの琵琶湖産C7L)3柾G')ラン蚕業勘ま増殖阻
害を起こした.
これに対し,今回実験を行った 0.brビUZ_lsは EDTAを添加 しなくても増殖することが
できる.すなわちコロイド状態の鉄や教化鉄を利用できる生物機能を有することか明らか
になった.本性が培地中に EDTAを添加 しなくても増殖できるこの機能の解明が期待 さ
れる.その可能性の-一つとして,溶解性の鉄が環境水中に存在 しない場合,本領か/テロ
フォアを分泌している可能性が考えられる.
これまでかび臭物質ラン藻頬において EDTAのようなキレ- ト剤の存在 しない培地で
増殖できる種の報告はない.また微生物シテロフォアとしてはこれまて陸上のバクテリア
やカヒなどによって産生され, ヒドロキサム酸型あるいはフェノール型の有機化合物をは
じめ幾つか知られている19･20)が.かび臭物質産生ラン篠栗副こ関しては著者らの知る限りその
報告は全 くない.
0.breL,Z'Sは溶解性鉄欠乏｢丁の環境を白ら情報 として認識し,細胞を良くして,群体を形
成してコロイド状の鉄や酸化鉄を吸着 L,鉄を吸収 Lやすくする様子が認められデ:.また
キレー ト化 した鉄 (利用しやすい形態の鉄)が環境に存在する場合には,再び細胞か短 く
なるという機能を有 Lていることか明らかにな-1た.この情報の認鵡とその発現機構の解
明は今後,興味ある課題 として検討 していきたい.
このように難溶性鉄を溶解させる,あるいは吸収できる能力を自ら有する 0.breuz'3は
鉄の吸収能力において他の硬額や微生物より優れていることを示 している.BPDS(2価鉄
と安定なキレー トを生成する)を添加したC1､改変培地中では,Fe(日IトEDTA中の鉄
は光照射下で2価に遊元 され,添加 しているBPDSと反応し,Fe(TトBPDSキレー ト
を生成する.そのため,0.lenuisとA.～,JmCrOSi)waの場合には鉄の吸収が不可能となり
増殖阻害を起こした. しかし,0.breuz'Sの甥合には上の両者とは異なり,P.tenueと同
様に増殖阻害を起こさなかった.従って,0,brpuisとPlenueは0,lenuisやA.macrosPora
とは岩下異なる鉄吸収機構も持ちあわせていることが示唆された.
Fe(ltトEDTAの代わりに微生物シデロフォアである DESFの鉄キレー トFe(目上
DESFを用いても増殖することができる 0.breuISは.本条件下で増殖できない他の3種
のかび臭物質産生ラン滞頬0Jenuzls,A.macrosPo71a,P.lenueに比べ,幅広い形態の鉄
を利用することができる点て有利であると考えられる.
これまでの著者らの研究て明らかになった. 4種C7)かび臭物賓ラン篠原 0.tenuis,A.
macrospora,P,tenue.0.breuisの鉄吸収機構の相違をまとめてTable8に示す.Table
に示されるように,ノルウエ-産のかび臭物質産生ラン藻 0,breuisは,通常のCT培地
に含まれる Fe-EDTAのもとで増殖できるのはもちろんのこと,EDTAか存在 しない場
合でも増殖できる (すなわちコロイド状態の鉄やさらに化学的に安定な酸化鉄を利用する
ことができる),BPDS共存下で増殖可能でif)ら,並びに微生物シデロフォアであるDESF
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Table8.ResponseoFmLlSty-Odorproducingcyanobacteriatovariousformsof
iron.
cyanobacteria F_eE謀 i F_eB昆 主 EDTA-free (FIer20onJFX諾昌一) FIE,畏 ま
A.macrospora Ye
0.Lenuis Ye
P Lenue Ye
0.bleVis Ye
No No No
No 二ヽo No
Yes No No
Yes Yes Yes
BPDS:Bathophenanthrolnedisulfonate, DESF･DesferrioxamineB;
HYes"meansgoodgrowth
A.mac?,ospo710and0 brevisproducegeosmln,and0 lenuzsand
P fenueproduceMIB (2-methylisobomeol)
を利用することができる (このことは他の生物が鹿生した鉄溶解性物質を利用できる可能
性があることを示している)点で,生物の生育に必須な鉄の存在に関して劣悪なf:岩境条件
下でも生育できるメリットを有していることが明らかになった.こうしてノルウェー産の
0 brevisは,托琶湖産の3校,7)ラン藻 0.tenuis,A.macrospora,P.tenueに比べて鉄
吸収の機能において僅れていることが判明した.
今後これらの知見は,本種の増殖並びにジオスミンの産生に関して今後さらに詳細に検
討する場合,有用であるとJ与えられる.また上に述べたように藻類種により鉄吸収のメカ
ニズムが親分異なること (同一のラン藻でt)各形態の鉄に対する鉄吸収機構が異なる可能
性があること)が明らかになった.従ってかび臭物質を産生するラン藻頬の鉄吸収機構を
坪解する上にこれらのラン藻類はきわめて有用であると考えられる.特に著者らのこれま
での研究で,琵琶湖のような天然の生態系では,水中の鉄の存在形態 (生物が利用できる
形態の鉄の存在)が.リンや窒素と共にかび臭物質産tLラン種類の増殖制限要因の一つに
成りうることが明らかになっており,そのためこれらのラン感頬の鉄吸収機構を理解する
ことが自然界におけるラン漣頬の増殖やかび臭発生の機構の解明,あるいはラン藻澱の発
I+I.のf洲やその仰臥 また微生物や藻類間の億合や相互作用の解明に役立つものと考えら
れる.
摘 要
ノルウェー産で,かび臭物質ジオスミンを産生する原因生物と確認されている0.breuis
の増殖と:オスミン産生に必要な鉄の形態について検討するため.培地中の EDTA を除
き,あるいは BPDSを添加して,また EDTAの代わりに DESFを添加した培地と.標
嘩培地での比較培養突放を行った.
培地中にEDTAが存在しない場合には,0.tenuis,A.macrosi'oyla及びP.tenueの琵
琶湖塵の3種のラン藻類は増殖阻害を起こした (A.macrosporaはEDTA添加時に比べ,
10%程度の増殖は認められた).しかし0.breuisは EDTAを加えなくても増殖すること
ができる,すなわちコロイド状態の鉄及び酸化鉄のような難溶性鉄を溶解させ.利用する
ことができるという優れた生物機能を有することが明らかになった.
また BPDSを添加したCT増地中では,Fe(‖)-EDTA中の鉄は光照射下で2佃に還
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元され,添加LているBPDSと反応し,Fe(fH-BPDSキレー トを生成し,A.macrosIPora
や O.lenuisは鉄を利用出来ず,増殖阻害を起こした.しかし 0.breuisの場合には P.
tenueと同様に阻害を起こさず,増殖することができた.
0･bye,uisは Fe(m)-EDTA の代わりに微生物ンデロフォアであるデス7工リオキサ
ミン (DESF)のFe(ll)キレー トを用いでも増殖することができるが,他の3種のラン
林0.1enuis,A,mLaCrOSPora,P.lenueは同条件下で増殖でさなか1た.
以上に述べたように,ノルウェー産のかび臭物質産生ラン篠 0.breuisは,通常の CT
培地に含まれる Fe-EDTA のもとで増殖できるのはt.ちろんのこと,EDTA 欠乏下でも
増殖できる (すな1,ちコロイ ド状態の鉄及U:化学的にさらに安定な酸化鉄まてら利用する
ことができる),BPDS共存下で増殖可能である,並びに微生物ンテロフォアであるDESF
を利伺することができる (このことは他の生物が産生した欽溶解性物質を利用できる可能
性があることを示している)点で.牛物の生育に必須な鉄の存在に関して劣悪な環境条件
下でも生育できる大きな利点を有Lていることがわかった.こうしてノルウェー産の 0,breuis
は,至言琶湖産の3椎のラン藻 0.lenuis,A.macrospora,P.lenueに比べて鉄吸収の機能
においてきわめて幅広い環境変化に適応していることが判明した.
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IronFormsInfluencingtheGrowthandMusty-OdorProductionby
Cyanobacteria(Oscillatoriabreuis,jlnabaenamacrospora,
PhormidiumtenueandOscillatoriatenuis)
SusumuNAKASHIMAandMasakazuYAGI
Summary
Recentlytheeutrophicationofaquaticenvironmentduetohumanactivitieshas
givenrisetoavarietyofproblemsforthewaterutilitiesinmanyplacesincludingthe
southembasinofLakeBiwaandtheKyotO-Osaka-Roberegion,whichservemorethan
10mHlionconsumers.OneoHhebiggestproblemsismusty-odor,whichiscausedby
geosminor2-methylisoborneoJ(MIB)producedbycyanobacten'asuchasAnabaena
macy10PsPora,OscilaEor如才enuisandPhormidiumlenue.
Inordertoclarifythemechanismofovergrowthofthesecyanobacteria,theeffects
ofironformsonthegrowthandnluSty一〇dorproductionbythecyanobacteria0.breuis
(isolatedfrom naturalwaterinNorway),A.macrosPo71a,P.ienueand0.tenuis
(isolatedfrom LakeBiwa)werestudiedusing一aboratorycultures.Theformertwo
cyanobacteriaproducegeosminandthefattertwoproduceMIB.
IronisanessentialtraceelementforthegrowthofmicroorganismsHowever,most
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microorganismsarefacedwiththeproblemofhowtoovercomethelowsolubHityof
theferriciontomeettheirneedsofiron.Therefore,ironcanbeconsideredasoneof
thefactorslimitingthegrowthofmicrool~ganismsincludingcyanobacteria.
Thegrowthwassuppressedforthelatterthreecyanobacten-aintheEDTA(chelat-
ingagent)-freeCTmedium.However,0.brevisgrewwelandproducegeosmininthe
EDTAイreeCTmediumaswelasinthepresenceofEDTA.Thus,0.breuisshowed
anabilitytoutilizecoHoidalironandel′enironoxidesforitsgrowth.Thisindicates
that0.bγeviswouldbeexpectedtoproduceaspecifichighaffinityironchelator
(siderophore)inthechelator･freemedium
lnthepresenceofbathophenanthrolinedisulfonate(BPDS),astrongFe(fI)chelating
agent,0.bγevisandP.tenuewereabletogrow,butA.macrospwaand0.lenu2'swere
noL
Furthermore,0.breuiswascapableofgrowinginthemediumcontainingamicrobial
siderophore,desferrioxamineB(DESF),insteadofEDTA,althoughtheotherthree
cyanobacteriawerenotabletogrow,
Theseresultsshowthat0.bγeuishasanexcelentabilitytoutilizeavarietyofiron
formsinchdingFe(lIり-EDTA,Fe(H)-BPDS,Fe川り-DESFchelates,hydrousiron川Ⅰ)
oxidecoloidsandmorechemicalystableformssuchasironoxides(Fe20,,Fe30｡)in
comparisonwiththeotherthreemusty-Odorproducingcyanobacteriaisolatedfrom
LakeBiwa.
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Plate1,0,brevisgrowninCTmedium (magnification.600×).
Plate2.0.breuisgrowninEDTA-freeCTmediumcontainlnghydratediron
coloidsasironsource (magnification,300×).
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Plate3.0.blJeUisgrowninEDTA-freeCT medium containingironoxide
Fe20,asironsource(magnification,300×).
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